
® 



Europaisches Patentamt 

European Patent Office © Numerode publication: 0 356 291 

Office europeen des brevets A1 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



© Numerode d6pot: 89402205.2 ® Int. CI. 5 : C 12 P 7/42 

C 12 P 17/04, C 07 D 315/00 

© Date de depot: 03.08.89 



© Priorlte: 04.08.88 IT 6774288 

@ Date de publication de la demand e: 
28.02.90 Bulletin 90/09 

© Etats contractants designes : 

AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL SE 

© Demandeur: PERNOD-RICARD 
142, Boulevard Haussmann 
F-75008 Paris (FR) 

@ Inventeur: Cardillo, Rosanna 
Via Pietro da Cortona 7 
l-Milano (IT) 

Fugantl, Claudio 
Via G.B.NazariS 
l-MHano (IT) 



Sacerdote, Gulseppe 
VIaS.PioV.84. 
I-Torlno (IT), 

Barbenl, Massemo 
ViaBarettHS 
KTorino (IT) 

Cabelia, Paolo 
Corso Sommejlier 17 
I-Torlno (IT) 

Squarcia, Francesco 
Via Tagllacozzi 9 
l-Bologna (IT) 

© Mandataire: Wareoln, Jacques et at 
Cabinet Reglmbeau 26, avenue Kleber 
F-75116 Paris (FR) 



CM 
CD 

in 

CO 



Q. 
LLI 



@ Precede de production mlcroblologlque de decanolide gamma (R) et d'octanolide gamma (R). 

© Le precede de production microbiologique de decanolide 
gamma (R) et/ou d'octanolide gamma (R) met en jeu ia culture 
d'un microorganisme selectionne parml le groupe comprenant 
I' Aspergiilus niger , le Cladosporlum suaveolens , le Phanero- 
chaete chrysosporlum et le Pichia etchellsll dans un milieu de 
culture qui contient une huile vegetale, en particulier de I'huile 
de ricin, de I'hulle de tournesol et de I'hulle de noix de coco et 
leurs hydroiysats. 
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Description 

PROCEDE DE PRODUCTION MICROBIOLOGIQUE DE DECANOLIDE GAMMA (R) ET D'OCTANOLIDE GAMMA (R) 



La presente Invention a trait a un procede de 
production par des rnoyens microbiologiques d'une 
gammalactone optiquement active, en particulier de 5 
la lactone de Tacide hydroxy-4 decanoTque (4R) 
(gamma-decanolide ou gamma-decalactone) et de 
la lactone de Tacide hydroxy-4 octanoique (4R), 
(gamma-octanolide) . 

Les lactones citees ci-dessus sont des subs- 10 
tances volatiies qui sont tres importantes en termes 
pratiques, car elles sont presentes dans les aliments 
naturels dont elles constituent une partie de Tardme. 

II n'est pas economique d'extraire ces composes 
de sources naturelles parce qu'ils sont en general 15 
presents en petites quantites et parce qu'il est 
difficile des les separer physiquement des autres 
composes volatils qui s'y trouvent en meme temps. 

Le brevet americain US-A-4.560.656 decrit un 
procede de production de gamma-decalactone qui 20 
exploite la capacite d'especes des microorganismes 
des genres Candida , Aspergillus , Geotrichum et 
Yarrovia de degrader de facon oxydative Tacide 
ricinoleique que Ton ajoute a la culture sous cette 
forme ou sous la forme d'huile de ricin, en presence 25 
ou en I'absence d'une lipase externe, pour donner 
Tacide hydroxy-4 decanoTque (4R) ou la lactone 
correspondante directement. 

Le fait que Tacide gamma-hydroxydecanoTque est 
un Intermediate dans la degradation oxydative de 30 
Tacide ricinoleique par des souches appartenant au 
genre Candida a deja ete etudie par Okui et coll. (J. 
Biochemistry. 54, 536-540, 1963). 

Le brevet americain US-A-4,396,715 decrit un 
procede d'obtention d'un arome comprenant des 35 
octalactones. des nonalactones et des decalac- 
tones par incubation d'un mlcroorganisme du genre 
Pityrosporum . 

La presente invention a pour object un procede 
de production de gamma-decanolide et/ou de 40 
gamma-octanolide optiquement active qui com- 
prend la mise en contact d'une huile vegetale, de Tun 
de ses hydrolysats et/ou d'acide ricinoleique nature! 
avec une culture en phase de croissance d'un 
microorganlsme selectionne parmi le groupe com- 45 
prenant T Aspergillus niger (CBS 102.12), le Clados- 
porium suaveolens (CBS 157.58), le Pichia etchellsii 
(CBS 2011) et le Phanerochaete chrysosporium 
(CBS 57863). 

On prefere utiliser en particulier de Phuile de ricin, 50 
de I'huile de tournesol, leurs hydrolysats ou de 
Tacide ricinoleique pour obtenir du gamma-decano- 
lide. 

On prefere utiliser de Thuile de nolx de coco en 
contact avec une culture en phase de croissance de 55 
Cladosporium suaveolens pour obtenir du gamma- 
octanolide. 

L'emploi de Thuile de tournesol constitue un 
avantage economique considerable dans le pro- 
cede selon Tinvention parce qu'elle est peu coG- 60 
teuse. Un avantage supplemental reside en la 
possibility d'utiliserde Tacide ricinoleique naturel qui 
est suffisamment non toxique envers les microorga- 



nismes cites ci-dessus pour ne pas inhlber leur 
metabolisme. L'emploi d'acide ricinoleique presente 
des avantages particuiiers dans la phase separation 
de la lactone desiree, parce qu'il est bien connu 
qu'elle est particulierement simple en milieu acide. 

La lactone desiree est obtenue a partir des 
materiaux de depart mentionnes ci-dessus dans des 
conditions de culture variables et en un temps 
relativement court, compris entre 24 et 60 heures. 
De facon typique, on maintient les microorganismes 
en contact avec les materiaux de depart mentionnes 
ci-dessus a des temperatures comprises entre 20 et 
30° C Indus. 

Le milieu nutritif dans lequei on cultive les 
microorganismes est du type ciassique, et, a ce 
sujet, il faudra se referer aux exemples qui suivent. 
La culture se deroule sous agitation en ce qui 
concerne la phase de degradation au cours de 
laquelle on obtient la lactone tandis que la produc- 
tion de la biomasse utilisee en tant que preinoculum 
peut se derouler avec ou sans agitation, et peut etre 
contrdlee en ce qui concerne la production du 
compose desire, par des methodes techniques 
standard telles que la CPV (chromatographic en 
phase vapeur), CCM (chromatographic en couche 
mince), HPLC (chromatographic liquide sous haute 
pression), IR (infrarouge) et RMN (resonance ma- 
gnetique nucleaire). Lorsque T analyse montre que la 
production a atteint un maximum, on extrait la 
lactone desiree. Comme on le sait (voir Tarticle de 
I.L. Finar dans Organic Chemistry Vol. I, pages 
427-428 par exemple) la forme lactone du compose 
desire est sujette a un e change avec Tacide 
gamma-hydroxy correspondant, et {'extraction de la 
lactone implique done la transformation de Tacide 
gamma-hydroxy en la lactone correspondante. 

1) Pour extraire la lactone, on filtre le milieu 
de culture sur de la Celite (R), on lave a Tacetate 
d'ethyle et on extrait la phase aqueuse, de pH 
acide, de preference de pH 5, de preference 
deux fois a Taide d 'acetate d'ethyle. On extrait 
les phases organlques combinees deux fols a 
Taide d'une solution de carbonate de potassium 
a 5 pour cent pour eliminer les portions acides. 
On evapore ensuite la phase organique, sechee 
sur sulfate de sodium, et on distille le residu a 
150°C et sous 1-3 mm de Hg pour obtenir le 
gamma-decanolide ou le gamma-octanolide. 

2) Pour ameliorer le rendement en lactone, 
on peut lactoniser Tacide y-hydroxydecanoique 
dans le milieu en amenant le pH entre 1 et 5, de 
preference entre 1 et 3, par addition d'un acide 
approprie et en chauffant le milieu acidifie a une 
temperature comprise entre 50° C et 110°C, de 
preference comprise entre 90 et 100°C, pen- 
dant une periode comprise entre environ 10 
minutes et 2 heures selon la temperature. On 
peut separer la lactone du milieu par entraTne- 
ment a la vapeur d'eau a partir du milieu acidifie. 

Dans les exemples qui suivent, la quantite de 
lactone obtenue est exprimee en pourcentage 
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tel qu'll a ete obtenu par analyse par chromato- 
graphie en phase vapeur (CPV). 

Exemple 1 

On inocule une suspension d ,B Aspergillus 
niger " (CBS 102.12) dans unflacon Erlenmeyer 
de 300 ml contenant une solution de nutrient de 
Merck a 20/o, de Tween 80 a 0.02% et de 5 g 
d'acide ricinoleique de pH 7, qui a ete sterllisee 
dans un autoclave pendant 10 minutes a 120°C; 
cecl est maintenu a 27-30° C pendant une 
periode comprise entre deux et cinq jours et on 
agite tout le temps. On preleve des echantillons 
pendant cette periode, et on determine par 
chromatographic en phase vapeur (CPV) le 
gamma-decanolide dans I'extrait organique qui 
est obtenu en agitant I'echantillon avec de 
Tether ethylique. On trouve une teneur en 
gamma-decanoiide comprise entre 4 et 12%. 

Exemple 2 

On repete la procedure de Pexemple 1 mais 
avec du Cladosporium suaveolens (CBS 
157.58). On trouve une teneur en gamma-deca- 
nolide comprise entre 4 et 100/o. 

Exemples3et4 

On repete les procedures des exemples 1 
et 2 mais on utilise 6 g d'huile de ricin au lieu 
d'acide ricinoleique/ On obtient approximative- 
ment 50/0 de gamma-decanolide dans ies deux 
cas apres quatre jours d'incubation. 

Exemple 5: procede de separation 

On suit les procedures decrites dans les 
exemples 1 et 2 avec 5 flacons Erlenmeyer, en 
utilisant en tout 25 g d'acide ricinoleique; apres 
48 heures, on filtre les cultures sur de la Celite 
et on lave la Celite a I'aide d'acetate d'ethyle. 

On extrait deux fois la phase aqueuse de pH 5 
a I'aide d'acetate d'ethyle. Les phases organi- 
ques d'extractlon et de lavage de la Celite (220 
ml) sont extraites deux fois a I'aide de 150 ml 
d'une solution de K2CO3 a 50/0. On seche la 
phase organique sur du sulfate de sodium et on 
evapore a sec. Une chromatographic en couche 
mince (CCM) indique la presence de gamma- 
decanolide et de nombreux autres produits 
mobiles (eluant: 7 parties d'hexane, 3 parties, 
d'acetate d'ethyle). Cette substance est distil- 
lee dans un ballon a fond rond pour donner 
environ 350 mg de gamma decanolide, 99.5% 
en chromatographic en phase vapeur (CPV) ou 
[ a ]g> +49 (c I, methanol). 

Exemple 6 

On inocule le contenu d'une eprouvette de 
Cladosporium suaveolens , cultiv6 sur MPGA 
(20 g/l d'extrait de malt, 5 g/l de peptone, 20 g/l 
de glucose, 15 g/l de gelose) a 24° C pendant 
sept jours, dans un flacon Erlenmeyer de 300 ml 
contenant 50 ml de MPGB (20 g/l d'extrait de 
malt, 5 g/l de peptone, 20 g/l de glucose, et 
complete avec de I'eau). On place, le flacon 
dans une enceinte controlee thermostatique- 



ment a 30° C et on maintient sous agitation 
pendant deux jours . 

On se sert de ce preinoculum pour ensemen- 
cer des flacons de 300 ml contenant 50 ml de 
5 MPGB, en mettant 5 ml dans chaque flacon. 

On cultive ces flacons pendant quatre jours 
a 30° C sans agitation, point auquel on remplace 
le milieu par 100 ml d'extrait de vjande (20 g/I), 5 
g d'acide ricinoleique et 0,2% de Tween et on 
10 agite a 30° C. 

On surveille la production de gamma-deca- 
nolide au moyen d 'extractions successives a la 
suite de deux, trois, quatre, cinq et sept jours. 

Extraction a la suite de quatre jours: poids de 
15 I'extrait brut: 3 g, analyse par chromatographic 

en phase vapeur (CPV): 20% de gamma-deca- 
nolide, gamma-decanolide Isole par distillation: 
0.5 g. 

Extraction a la suite de cinq jours: poids de 
20 I'extrait brut: 3 g, chromatographic en phase 

vapeur (CPV): 170/o 

Extraction a la suite de sept jours: poids de 
Text rait brut: 3 g, chromatographic en phase 
vapeur (CPV): 170/0. 

25 

Exemple 7 

On inocule du Cladosporium suaveolens 
preleve d'une eprouvette de MPGA cultive 
pendant deux jours, dans un flacon Erlenmeyer 

30 de 300 ml contenant 100 ml de milieu prepare a 

I'aide d'extrait de viande (5 g/l) et de 0,20/o de 
Tween. On le laisse a cultiver pendant deux 
jours a30°C sous agitation. 

A ce point, on ajoute 1 ml d'acide riclnolei- 

35 que, ce qui amene le pH a 6,5. On agite le 

melange a 30° C pendant 18 jours. On obtient 
1,1 g d'extrait brut, qui se revele comme 
contenant 400/o de gamma-decanolide, a partir 
de quatre flacons (ce qui equivaut a 5 g d'acide 

40 ricinoleique). 

Exemple 8 

On ajoute un inoculum de Cladosporium 
suaveolens preleve d'une eprouvette dans un 

45 flacon Erlenmeyer de 300 ml contenant un 

milieu comprenant de I'extrait de viande (5 g/l) 
et 0,2o/o de Tween et 1 g d'acide ricinoleique 
(sterilises tous ensemble). A la suite de neuf 
jours sous agitation a 30° C, le pH est devenu 

50 egal a 6,5. On extrait le contenu des deux 

flacons (correspondant a 2 g d'acide ricinolei- 
que) et I'on obtient 0,33 g d'extrait brut 
contenant 62% de gamma-decanolide. 

55 Exemple 9 

On repete la procedure de I'exemple 6 
jusqu'au point auquel on remplace le milieu a 
I'aide de 100 ml d'extrait de viande. A ce point, 
on ajoute 5 g d'huile de tournesol et 0,20/o de 

60 Tween au lieu de I'acide ricinoleique. On agite le 

melange et puis on I'extrait a la suite de 15 
jours: extrait brut: 2,6 g; 0/0 de lactone: 3Wo en 
chromatographie en phase vapeur (CPV) (380/o 
apres une lactonisation). On distille cette 

65 substance a 150°C et sous 2 mm Hg pour 
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obtenir 0,350 g de gamma-decanolide pur. 

Exemple 10 

On ensemence un flacon Erlenmeyer de 300 
ml contenant 100 ml de bouillon nutrltlf (20 g/I), 5 
0,2 g de Tween et 5 g d'acide ricinoleique a 
I'aide d'une preinoculum de Pichia etchellsii 
cultive sur du GYP (50 g/I de glucose, 10 g/I de 
levure, 10 g/I de peptone) pendant 24 heures. 
Ce preinoculum dans le flacon avaft ete inocule 10 
a partir d'une eprouvette sur du MPGA. On avalt 
laisse cultiver le contenu de I'eprouvette pen- 
dant deux jours a 24° C. Le pH est de 6. 

On cultive le melange a 30° C sous agitation; 
a la suite de six jours on extrait deux flacon s 15 
(correspondant a 10 g d'acide ricinoleique}. 
L'extrait brut pese 7 g et contient 3,8% de 
gamma-decanolide. 

A la suite de sept jours, on extrait deux 
flacons, correspondant a 10 g d'acide ricinolei- 20 
que, pour obtenir un extrait brut que Ton distille 
dans un ballon a fond rond. On obtient 0,18 g de 
gamma-decanolide. 

A la suite de neuf jours, on extrait quatre 
flacons, correspondant a 20 g d'acide ricinolei- 25 
que. L* extrait brut pese 4,4 g. On distille 2,2 g de 
cette substance dans un ballon a fond rond 
pour obtenir 0,1 g de gamma-decanolide (43%) 
tandis qu'avant la distillation, I'extrait brut 
contenait 4,4% de gamma-decanolide. 30 

On extrait quatre flacons a la suite de 15 
jours. L'extrait brut est repris par de I'hexane et 
extrait ensuite a I'aide de methanol/KgCOa a 
50/0 1:1. La phase hexanique est concentree 
pour obtenir environ un gramme de substance 35 
contenant 12% de lactone. 

Exemple 1 1 

On inocule un flacon Erlenmeyer de 300 ml 
contenant 100 ml de milieu a base d'extrait de 40 
viand e (20 g/l), 0,2 g de Tween et 2 g d'acide 
ricinoleique (sterilises tous ensemble) a I'aide 
de Pichia etchellsii 5.1 0 8 cellules/ml provenant 
d'une preculture (exemple 10). 

A la suite de cinq jours sous agitation a 30° C, 45 
on acidifie un flacon correspondant a 2 g 
d'acide ricinoleique a pH 3 et on le chauffe a 
100° C. On continue la distillation pendant 2 
heures et on extrait le condensat aqueux a 
I'aide d'hexane pour donner 0,2 g de y-decano- 50 
Hde (R). 

Exemple 12 

On inocule un flacon Erlenmeyer de 300 ml 
contenant 100 ml de milieu comprenant de 55 
I'extrait de viande (5 g/I), 0,20/o de Tween et 1 g 
d'acide ricinoleique (sterilises tous ensemble) 
a I'aide de Pichia etchellsii directement a partir 
d'une eprouvette. 

On extrait deux flacons correspondant a 2 g 60 
d'acide ricinoleique a la suite de deux jours. 
L'extrait brut pese 0,32 g et contient 23% de 
gamma-decalactone. 

On extrait deux flacons supplementaires a la 
suite de cinq jours. Extrait brut 0,36 g, 5,3% de 65 



gamma-decanolide. 
Exemple 13 

On inocule un flacon Erlenmeyer de 300 ml 
contenant 100 ml de milieu comprenant de 
I'extrait de viande (5 g/I), 0,2% de Tween et 1 g 
d'huile de noix de coco (dont on a prouve 
qu'elle etait depourvue de gamma-octanolide) 
a I'aide de Cladosporium suaveolens directe- 
ment a partir d'une eprouvette. On effectue 
l'extraction a la suite de cinq jours et on obtient 
environ 100 mg de gamma-octanolide. 



Revendications 

1. Procede de production d'une gamma-lac- 
tone optiquement active selectionnee parmi !a 
gamma-decalactone et la gamma-octalactone 
qui comprend la mise en contact d'une huile 
vegetale, de I'un de ses hydrolysats ou d'acide 
ricinoleique avec une culture en phase de 
croissance d'un microorganisme selectionne 
parmi le groupe comprenant P Aspergillus niger , 
le Cladosporium suaveolens , le Phanerochaete 
crysosporium et le Pichia etchellsii . 

2. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel I'huile vegetale est choisie parmi I'huile 
de ricin, I'huile de tournesol et I'huile de noix de 
coco. 

3. Procede selon la revendication 1, dans 
lequel on se serf de Cladosporium suaveolens 
et d'huile de noix de coco pour obtenir du 
gamma-octanolide. 

4. Procede selon la revendication 1 et la 
revendication 2 dans lequel I'huile vegetale est 
hydrolysee par voie enzymatique a la lipase. 

5. Procede selon la revendication 1 dans 
lequel I'acide y-hydroxydecanoTque est lacto- 
nise par Taction de la chaleur a pH aclde. 

6. Procede selon la revendication 1 et 5 dans 
lequel la y-d6calactone (R) est separee par 
entratnement a la vapeur d'eau a partir du milieu 
acidifie. 
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